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MAMMIFERE NON-HUMAIN TRANS GENIQUE POUR LA REGION 
CONSTANTE DE LA CHAINE LOURDE DES IMMUNOGLOBULINS 
HUMAINES DE CLASSE A ET SES APPLICATIONS 

La presente invention est relative k un mammifere non-humain 
5 transgenique pour la region constante de la chaine lourde des immunoglobulines 
humaines de classe A et a ses applications pour la production d'anticorps humanisms 
de classe IgA. 

Les immunoglobulines A (IgA) comprennent deux chaines lourdes 
identiques, d'isotype al (sous-classe IgAl) ou a2 (sous-classe IgA2) chez Phomme, 

10 associees par Pintermediaire de ponts disulfides, a deux chaines legeres identiques 
d'isotype kappa (k) ou lambda (X). 

La chaine lourde a, qui est specifique de cette classe 
d'immunoglobulines, existe sous forme membranaire et sous forme secretee. La forme 
secr£t6e comprend quatre domaines d'environ 110 acides amines: un domaine 

15 variable VH et trois domaines constants CHI, CH2 et CH3, ainsi qu'une region 
charniere (H) entre CH2 et CH3 et un octapeptide C-terminal. L'avant-derniere 
cysteine de cet octapeptide peut former une liaison covalente avec la chaine J (ou 
piece de jonction) qui sert k associer deux chaines lourdes d'IgA de fa?on a former des 
IgA dimeriques. La forme membranaire comprend en outre un domaine hydrophobe 

20 permettant Pancrage de la prot&ne dans la membrane, ainsi qu'un domaine intracyto- 
plasmique. La region de la chaine lourde correspondant aux domaines CHI, CH2, H, 
CH3 associes, soit a Poctapeptide C-terminal (forme s6cretee), soit au domaine hydro- 
phobe et intracytoplasmique (forme membranaire), est denommee region constante par 
opposition a la region correspondant au domaine variable VH, qui est denommee 

25 region variable. 

Les chaines legeres k et X, qui sont communes a Pensemble des 
classes et sous-classes d'immunoglobulines, comprennent deux domaines : un 
domaine variable (VL) et un domaine constant (CL). Chez PHomme, P expression des 
chaines k et X est 6quivalente, alors que chez la souris Pexpression du locus X est tres 
30 faible de telle sorte que 95 % des chaines legeres sont de type k. La region de la chaine 
16gere correspondant au domaine CL est denommee region constante par opposition a 
la region correspondant au domaine variable VL, qui est d6nommee region variable. 
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Les genes des immunoglobulines sont organises en locus, un locus 
pour les chaines lourdes (locus IgH) et un locus pour chacune des chaines legeres 
(locus lambda et kappa). 

Les locus des chaines legeres comprennent chacun des genes V et J 
5 codant pour le domaine variable et des genes C codant pour le domaine constant ; au 
cours de la differentiation des lymphocytes B, un gene V est rearrange avec un gene J 
et un gene C, et la region V subit en outre des mutations somatiques qui permettent de 
produire des anticorps de forte affinite pour Pantigene. 

Le locus des chaines lourdes comprend des genes V, D et J codant 
10 pour le domaine variable et des genes C (Cpi, C8, Cy, Cs et Ca) codant pour les 
domaines constants des isotypes des differentes classes d'immunoglobulines ; chaque 
gene C, sauf C5, est pr6c6de d'une sequence de commutation ou « switch « (S). Les 
genes Ca (Cal et Ca2 chez Phomme) contiennent des introns separant les exons 
codant pour les domaines constants CHI, CH2 et CH3 et Pexon de membrane (mb) ; 
15 la sequence codant pour la region charniere est incluse dans l'exon CH2. Au cours de 
la differentiation des lymphocytes B, un gene V est rearrange avec un gene D et un 
gene J, et la region V subit egalement des mutations somatiques qui permettent de 
produire des anticorps de forte affinite pour Pantigene. En outre, alors que la reponse 
primaire a Pantigene est constitute principalement d'IgM, la reponse secondaire est 
20 associee au mecanisme de commutation de classe au cours duquel la sequence de 
commutation Sji, situ6e en amont de Cfi recombine avec une autre sequence de 
commutation conduisant ainsi la production d'une autre classe d'immunoglobuline 
(IgG, IgE ou IgA). 

La diversite des anticorps produits en reponse a la stimulation par un 
25 antigene provient de la combinaison de plusieurs m6canismes : la multiplicity des 
genes V, la mutation somatique de ces genes V, la recombinaison somatique des genes 
V et la recombinaison somatique des sequences de commutation. 

Les IgA existent dans Porganisme sous deux formes differentes : une 
IgA serique et une IgA secretaire (s-IgA). 
30 L'IgA serique represente 15 a 20 % des immunoglobulines seriques ; 

plus de 80 % de PIgA serique humaine est sous forme de monomere, alors que chez la 
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plupart des autres especes de mammiferes, elle est essentiellement sous forme de 
dimere. 

L'IgA secretoire constitue la piincipale immunoglobuline des secre- 
tions (oculaires, salivaires, mammaires, tracheobronchiques et urogenitals), ou elle 
5 est existe sous la forme d'un dimere d'IgA associe a une autre proteine, le composant 
s6cr6toire, qui est probablement enroule autour du dimere d'IgA et attache par des 
ponts disulfides au domaine CH2 de chaque monomere d'IgA. Contrairement a la 
chaine J, la piece secretoire n'est pas synthetisee par les plasmocytes mais par les 
cellules epitheliales. L'IgA dimerique secretee par les plasmocytes sous-epitheliaux se 

10 lie aux recepteurs poly-Ig presents au pole basal des cellules Epitheliales. Le complexe 
s-IgA/recepteur est alors endocyte et transports a travers la cellule tout en restant fixe 
a la membrane des vesicules de transport. Celles-ci fusionnent avec la membrane 
plasmique a la surface luminale et liberent 1'IgA dimerique associee a la piece secre- 
toire qui provient du clivage du recepteur. Ainsi la piece secretoire facilite le transport 

15 des IgA dans les secretions et les protege de la proteolyse. 

Du fait de leur capacite a traverser Pepithelium des muqueuses et a 
prevenir Tentr6e de pathogenes comme les virus, les bacteries, les parasites et les 
toxines, les IgA jouent un role majeur dans Timmunite locale : oculaire, respiratoire, 
digestive et urogenitals Le mode d' action des IgA englobe des mecanismes actifs 

20 (activation du complement, liaison au recepteur Fc) et passifs (blocage des recepteurs 
des pathogenes (virus) et inhibition de la motilite des bacteries). Une correlation 
Stroite entre une r^ponse IgA specifique et la protection contre une infection a ete 
d&nontr^e, notamment pour des virus (rotavirus, virus influenza, poliovirus, cyto- 
megalovirus, virus respiratoire syncytial, virus Epstein-Barr). Des anticorps protec- 

25 teurs de classe IgA diriges contre de nombreux pathogenes humains (VIH, virus 
influenza A, bacteries, toxines , parasites) ont ete isoles. 

En raison de cette propriet6 particuliere, les IgA ont des applications 
specifiques pour le diagnostic et le traitement des maladies infectieuses et du cancer. 
Elles pourraient etre utilisees en immmotherapie passive pour neutraliser des patho- 

30 genes (serotherapie). Elles pourraient egalement etre utilisees en immunotherapie 
active (vaccination) comme vecteur poxir cibler des antigenes de tumeurs ou de micro- 
organismes pathogenes dans les muqueuses, de fa?on a induire une immunite locale 
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sp6cifique de ces antigenes. En outre, elles sont utiles comme reactif fiable, sflr, stable 
et bien d6fini pour le diagnostic de maladies comme la maladie cceliaque, en rempla- 
cement des IgA humaines (IgA anti-transglutaminase, anti-endomysium, anti-gliadine) 
provenant des patients, qui exposent les manipulateurs a des risques de transmission 
de pathogenes humains (virus, prion). 

Toutefois, le d6veloppement de ces applications est limite du fait 
qu'il n'existe pas de methode efficace de production d'anticorps recombinants 
humains ou humanises, de classe IgA. 

On entend par anticorps humanise, un anticorps derive d'un mammi- 
fere non-humain par fusion des domaines constants des chaines lourdes et legeres d'un 
anticorps humain avec les domaines variables des chaines lourdes et legeres d'un 
anticorps d'un mammifere non-humain. 

En effet, les methodes de productions d'anticorps recombinants 
humains ou humanis6s actuellement disponibles present les inconvenients 



15 suivants 



20 



25 



30 



* les m6thodes in vitro reposent sur l'expression simultanee, a partir 
d'un ou plusieurs vecteurs recombinants, de chaines lourdes et legeres d'anticorps 
d'une chaine J, et eventuellement d'une piece secretaire ; les chaines lourdes et legeres' 
comprennent les domaines variables des chaines lourdes et legeres (VH et VL) d'un 
anticorps monoclonal humain ou murin d'interet, fusionne, respectivement aux 
domaines constant, CHI, CH2 et CH3 d'une chaine lourde a, et CX ou Ck d'une 
chaine legere humaine, ou bien les domaines VH et VL sont fusionnes a un domaine 
CH3 incluant l'octapeptide C-terminal (Demandes Internationales PCT WO 98/305.77 
et PCT WO 99/54484). Par exemple, la Demande Internationale PCT WO 98/30577 
decrit la production in vitro a 1'aide d'un ou plusieurs baculovirus recombinants de 
mini-IgA dimeriques (IgA-J) recombinantes humaines comprenant les domaines VH 
et VL d'un anticorps monoclonal murin ou humain, chacun fusionne a un domaine 
CH3 incluant l'octapeptide C-terminal, associes par l'intermediaire d'une chaine J • 
une seule mini-IgA recombinante dirigee centre la gpl20 du VIH, obtenue a partir 
d'un anticorps monoclonal humain neutralist de classe IgGl (anticorps Sl-1), est 
d6crite. 
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Ces methodes, qui sont specifiques des IgA, sont limitees aux anti- 
corps murins et aux quelques rates anticorps humains pour lesquels des hybridomes 
ont 6te isol6s. 

les methodes in vivo reposent sur la production 
5 d'immunoglobulines monoclonales humaines a partir de souris genetiquement 
modifiees possedant un transgene constitue par : 

- le locus IgH complet et le locus de la chaine legere kappa, dans Ieur 
configuration germinale, (Demande PCT WO 02/059154, Mendez et al., Nature 
Genetics, 1997, 15, 146-156 ; Green et Jakobovits, J. Exp. Med., 1998, 188, 483-495 

1 0 et Demande de Brevet americain US n° 08/7 59,620), 

- un mini-locus IgH comprenant un ou plusieurs genes VH, DH et 
JH, le gene Cu et un second gene de la region constante, de preference de la region Cy. 
et le locus de la chaine legere kappa (Demande PCT WO 02/059154, Brevet americain 
US 5,545,807), et 

15 ■ le locus ^ et locus de la chaine lambda dans sa confi- 

guration germinale (Demande de Brevet americain US n° 09/734,613). Lesdites souris 
sont eventuellement genetiquement invalidees pour le locus kappa endogene (souris k 
-/-) et possedent eventuellement une mutation qui inactive le locus IgH endogene 
(mutation f-iMT -/-). 

Ces methodes ne permettent pas de produire de quantites importantes 
d'immunoglobulines humaines de classe IgA. 

De maniere surprenante, les Inventeurs ont construit des lignees de 
souris transgeniques qui produisent des quantites importantes d'immunoglobulines 
humanisees de classe IgA (de 1'ordre du gramme par litre chez la souris). Les anticorps 
produits par ces animaux sont majoritairement des IgA humanisees ; ils ne contiennent 
pas d'IgM et seulement de tres faibles quantites des autres classes 
d'mununoglobulines (IgG et IgE). 

En consequence, l'invention a pour objet un mammifere non-humain 
trans g 6nique, caracterise en ce qu'il comprend un locus IgH modifie par remplacement 
de la sequence de" commutation Su par tout ou partie d'un transgene constitue par le 
gene Ca d'une immunoglobuline humaine de classe A, incluant au moins 1'exon 
codantpour le domaine CH3 et 1'exon de membrane. 
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Conformement a Pinvention, le transgene Ca ou la partie de ce 
transg&nte incluant au moins Pexon codant pour le domaine CH3 et Pexon de 
membrane, qui est insere en lieu et place de la sequence de commutation Sji, est done 
situe entre Pactivateur intronique E|i, en 5' et le gene C|i en 3 '(figure 1). 
5 Dans cette construction, la suppression de la sequence de commuta- 

tion Sji associee a Pinsertion du transgene Ca en lieu et place de cette sequence, 
abolit Pexpression du gene jli endogene responsable de la synthese de chaines lourdes 
d'IgM. En outre, celle des autres genes de chaines lourdes d'immunoglobulines est 
fortement diminuee du fait du blocage de la commutation de classe vers les genes 
10 constants d'immunoglobulines situes en aval de C\x sur le locus IgH endogene. Ainsi, 
les animaux transgeniques obtenus produisent des quantites importantes d'IgA 
chim6riques dont le domaine constant de la chaine lourde est humanise et les 
domaines variables sont d'origine murine. 

La chaine lourde transgenique a humaine beneficie d'un repertoire 
15 totalement diversifie puisque correspondant au repertoire normal gener£ par les 
rearrangements des segments VH, D et JH du locus IgH murin. En outre, les animaux 
transgeniques sont capables de produire des anticorps de forte affinite en r6ponse 
secondaire a Tantigene, du fait que leurs lymphocytes B peuvent recruter le pheno- 
mene d'hypermutation somatique. 
20 Selon un mode de realisation avantageux de Pinvention, ledit 

mammifere non-humain transgenique est homozygote pour ledit locus IgH modifie. 

Selon vm autre un mode de realisation avantageux de Pinvention, 
ledit locus IgH est modifie par remplacement de la sequence de commutation S\x par la 
totalite du gene Ca, incluant les exons CHI, CH2, CH3 et mb, separes par les introns 
25 correspondants. 

Selon un autre un mode de realisation avantageux de Pinvention, 
ledit locus IgH est modifie par remplacement de la sequence de commutation S|i, par 
le segment du gene Ca incluant Pexon codant pour le domaine CH3 et Pexon de 
membrane. 

30 Selon un autre un mode de realisation avantageux de Pinvention, 

ledit gene Ca est Cal . 
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Selon encore un autre mode de realisation avantageux de 1'invention, 
ledit mammifere non-humain transgenique comprend un autre transgene codant pour 
une chaine legere d'immunoglobuline humaine. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, la dite 
5 chaine legere est une chaine kappa. 

De preference, ledit transgene est un gene kappa humain comprenant 
Pactivateur intronique Ejx, en amont et le palindrome hs3a/hsl,2/hs3b 9 en aval. Ces 
sequences, qui sont decrites dans Chauveau et ah, Gene, 1998, 222, 279-285, 
permettent d'obtenir une forte expression de la chaine kappa humaine dans les cellules 
10 B et d'induire Phypermutation somatique du transgene kappa humain. De maniere 
prefSree, ledit transgene est sous le controle du promoteur de la chaine lourde humaine 
(pVH). 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, 
ledit mammifere non-humain transgenique est dizygote pour ledit transgene. 
15 Selon une disposition avantageuse des modes de realisation 

precedents de 1 'invention, lesdits mammiferes non-humains transgeniques comprenant 
un autre transgene codant pour une chaine legere kappa humaine possedent un locus 
endogene de la chaine legere kappa d'immunoglobulines inactive (delete ou mute), 
notamment par recombinaison homologue. De preference, lesdits mammiferes non- 
20 humains transgeniques sont homozygotes pour ladite inactivation ; de maniere 
preferee il s'agit de souris transgeniques. Parmi les mammiferes non-humains 
transgeniques dont le locus endogene de la chaine 16gere kappa d'immunoglobuline a 
et6 inactive par recombinaison homologue, on peut citer notamment la lignee de 
souris d6crite dans Zou et aL, EMBO J., 1993, 12, 81 1-820. 
25 De tels mammiferes non-humains transgeniques produisent des IgA 

humanises dont la quasi-totalite des chaine 16geres sont d'origine humaine. 

Selon une autre disposition avantageuse des modes de realisation 
precedents de 1 'invention, lesdits mammiferes non-humains transgeniques pour la 
chaine lourde al et eventuellement pour la chaine legere kappa humaine possedent un 
30 locus endogene de la chaine J inactive (delete ou mute), notamment par 
recombinaison homologue. De preference, lesdits mammiferes non-humains 
transgeniques sont homozygotes pour ladite inactivation ; de maniere preferee ils 
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comprennent un autre transgene codant pour une chaine J humaine, de maniere encore 
plus prefer6e il s'agit de souris transgeniques. De tels mammiferes non-humains 
transgeniques sont humanises a la fois pour la production d'IgA et pour une proteine 
qui s'associe aux IgA, la chaine J. 

5 L'invention englobe les animaux transgeniques issus de n'importe 

quelle espece de mammifere. 

Selon un autre mode de r6alisation avantageux de l'invention, ledit 
mammifere non-humain transgenique est une souris transgenique. 

L'invention englobe notamment une lignee de souris double-trans- 
10 genique, denommee lignee HAMIGA pour « Humanized Antibodies Made Up Of 
Monoclonal Immunoglobulin A », comprenant : 

- un locus IgH modifie par remplacement de la sequence de 
commutation Sn par le gene Cal d'une immunoglobuline humaine de classe A, et 

- un gene Vk complet comprenant le gene VkI rearrange avec un 
1 5 gene Jk5, l'intron Jk-Ck et le gene Ck, sous le contrdle transcriptionnel du promoteur 

de la chaine lourde humaine (pVH), de l'activateur intronique Eu en amont, et du 
palindrome hs3a/hsl,2/hs3b en aval. 

Les animaux de cette lignee double-transgenique produisent des IgA 
partiellement humanisees pour la chaine lourde et totalement humanisees pour ce qui 
20 concerne la chaine legere. 

En effet, l'expression de la chaine kappa transg6nique dans cette 
lignee est capable d'entramer l'exclusion allelique, c'est-a-dire d'empecher dans la 
plupart des cellules B transgeniques, l'expression des gene endogenes de chaines 
16geres d'immunoglobulines murines. 

25 Le repertoire de reponse aux antigenes de cette Kgn6e de souris est 

normal etant donn6 que c'est essentiellement le domaine VH de la chaine lourde qui 
contribue a la formation du site anticorps. Or, la chaine lourde transgenique a humaine 
beneficie d'un repertoire totalement diversifie puisque correspondant au repertoire 
normal genere par les rearrangements des segments VH, D et JH du locus IgH murin, 

30 comme pr6cis6 ci-dessus. 

En outre, les souris de cette lignee transgenique sont capables de 
produire des anticorps de forte affinit6 en reponse secondaire a l'antigene, du fait que 
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leurs lymphocytes B peuvent recruter le phenomene d'hypermutation somatique, k la 
fois an niveau du g&ie de la chaine lourde et du transgene de chaine I6gbre kappa. 

Les animaux transgeniques selon P invention sont obtenus par les 
proc6des classiques de transg6nese animale, selon les protocoles standards tels que 
5 decrits dans Transgenic Mouse: Methods and Protocols ; Methods in Molecular 
Biology, Clifton, N.J., Volume. 209, Octobre 2002. Edite par : Marten H Hofker, Jan 
Van Deursen, Mortem H. Hofker et Jan Van Deursen. Publie par Holly T. Sklar : 
Humana Press. 

Les sequences des genes humains et murins d'immunoglobulines qui 
10 servent a la construction des animaux transgeniques selon Pinvention sont connues et 
accessibles dans les bases de donn6es. Par exemple, la sequence des exons CHI, CH2 
et CH3 et de Pexon de membrane du gene Cal humain correspondent respectivement 
aux numeros d'acces J00220 et M60326 dans la base de donnees Genbank/EMBL. 

La construction du gene Vk est telle que decrite dans Chauveau et 
15 al., Gene, 1998, 222, 279-285 ; la sequence du gene VkI rearrange avec le g6ne Jk5 et 
le gene Ck correspond k la sequence presentant le numero d'acces X64133 dans la 
base de donntes EMBL/Genbank, qui code pour une chaine 16gere humaine presentant 
la s6quence correspondant au num£ro d'accds CAA45494 dans la base de donnees 
EMBL. 

20 Les insertions de fragments g^niques dans le genome des mammi- 

feres non-humains peuvent etre realisees de fa9on aleatoire, de preference elles sont 
realisees de fa$on ciblee, par recombinaison homologue avec un vecteur de ciblage 
approprie comprenant eventuellement des sequences de recombinaison d'une 
recombinase site-specifique comme les sites LoxP de la recombinase Cre. Les inacti- 

25 vations ou d616tions de fragments geniques dans le genome des mammi feres non- 
humains sont realisees par recombinaison homologue avec un vecteur de ciblage 
approprie comprenant eventuellement des sequences de recombinaison d'une recom- 
binase site-specifique comme les sites LoxP de la recombinase. Les animaux double- 
transg6niques sont obtenus par croisement d'animaux transgeniques pour la chaine 

30 lourde alpha avec des animaux transgeniques pour la chaine legere, tels que definis ci- 
dessus. Les animaux double-transg6niques sont eventuellement croises avec des 
animaux transgeniques dont le locus endogene de la chaine legere kappa 
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d'immunoglobulines a 6te inactive par recombinaison homologue et/ou avec des 
animaux dont le locus endogene de la chaine J d'immunoglobulines a 6t6 inactive et 
qui possedent de surcroit un transgene J humain, tels que definis ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur de ciblage 
5 de recombinaison homologue, caracterise en ce qu'il comprend le gene Ca d'une 
immunoglobuline humaine de classe A ou un segment de ce gene incluant au moins 
Texon codant pour le domaine CH3 et 1'exon de membrane, flanque des fragments de 
sequences du locus IgH d'un mammifere non-humain qui sont adjacents a la sequence 

1 0 Selon un mode de realisation avantageux dudit vecteur de ciblage, il 

comprend une cassette d' expression d'un marqueur de selection approprie, adjacente 
audit gene Ca ou au segment dudit gene tel que defini ci-dessus. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite 
cassette d' expression est flanquee de sequences de recombinaison site-sp6cifique. De 
1 5 preference, lesdites sequences sont les sequences LoxP de la recombinase Cre. Cette 
disposition permet eventuellement d'exciser ladite cassette d'expression. 

Selon un autre mode de realisation dudit vecteur de ciblage, lesdits 
fragments de sequences qui sont adjacents a la sequence Sp. sont d'origine murine. 

Selon un autre mode de realisation dudit vecteur de ciblage, le gdne 
20 Ca ou le segment dudit gene est flanqu6 en 5' d'un fragment d'environ 5 kb corres- 
pondant a la region JH/Ep et en 3' d'un fragment d'environ 5 kb correspondant a la 
region Cji, lesquels fragments correspondant respectivement aux positions 131281 a 
136441 et 140101 a 145032 dans la s6quence du chromosome 12 murin (numero 
d'acces AC073553 dans la base de donnees EMBL/Genbank). 
25 La presente invention a Sgalement pour objet des cellules embryon- 

naires d'un mammifere non-humain, modifiees par un vecteur de ciblage tel que defini 
ci-dessus. 

Les dites cellules embryonnaires (cellules souches totipotentes) 
modifiees sont utiles pour Tobtention des mammiferes transgeniques tels que definis 
30 ci-dessus ; elles sont injectees dans des blastocystes de mammifere, selon les 
techniques classiques de transgenese animate. 



WO 2005/047333 PCT/FR2004/002701 

11 

La presente invention a egalement pour objet, Putilisation d'un 
mammifere non-humain transg&iique tel que defini ci-dessus pour la production 
d'anticorps humanisms de classe IgA ou de fragments de ces anticoips. 

La presente invention a 6galement pour objet un proced6 de prepara- 
5 tion d'anticorps humanises de classe IgA ou de fragments de ces anticorps, caracterise 
en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- ^immunisation d'un mammifere non-humain transgenique tel que 
defini ci-dessus avec un antigene d'interet, 

- l'obtention par tout moyen approprie, d'anticorps humanises de 
1 0 classe IgA ou de fragments de ces anticorps, a partir du serum, des secretions ou des 

lymphocytes B dudit mammifere non-humain transgenique prealablement sacrifie. 

Les mammif&res non-humains transgeniques selon P invention 
pr6sentent Pavantage de permettre la production d'anticorps monoclonaux de classe 
IgA qui sont d'emblee des anticorps chimeriques humanises de classe IgA. Le proced6 

15 de production d'anticorps monoclonaux humanisms de classe IgA selon Pinvention est 
done plus simple, plus rapide et plus economique que les precedes de Part anterieur 
puisqu'il ne necessite pas d'etapes additionnelles de clonage des genes desdits 
anticorps et de fusion des domaines variables desdits anticorps avec les domaines 
constants d'immunoglobulines humaines. 

20 L'invention englobe la production d'anticorps polyclonaux ou 

monoclonaux constitu6s par des IgA monomeriques, dimeriques et des s-IgA, ainsi 
que de leurs fragments, notamment les fragments Fab, Fab '2 et Fc. 

Les anticorps humanises de classe IgA tels que d6finis ci-dessus et 
leurs fragments sont prepares par les techniques classiques connues de l'Homme du 

25 metier, telles que celles decrites dans Antibodies : A Laboratoiy Manual E. Howell 
and D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. 

De maniere plus precise : 

- les anticorps polyclonaux sont prepares par immunisation d'un 
mammifere non humain transgenique tel que defini ci-dessus avec un antigene 
30 d'interet, eventuellement couple k la KLH ou a Talbumine et/ou associe a un adjuvant 
approprie tel que Tadjuvant de Freund (complet ou incomplet) ou lliydroxyde 
d f alumine ; apres obtention d'un titre en anticorps satisfaisant, les anticorps sont 
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recolt6s par pretevement du serum des animaux immunises et emichis en IgA par 
precipitation, selon les techniques classiques, puis les IgA specifiques sont eventuel- 
lement purifiees par chromatographic d'affinitS sur une colonne approprtee sur 
laquelle est fixe l'antigene tel que defini ci-dessus, de fa9on a obtenir une preparation 
5 d'IgA monospecifiques. 

- les anticorps monoclonaux sont produits a partir d'hybridomes 
obtenus par fusion de lymphocytes B d'un mammifere non-humain transgenique tel 
que defini ci-dessus avec des myelomes, selon la technique de Kohler et Milstein 
(Nature, 1975, 256, 495-497) ; les hybridomes sont cultives in vitro, notamment dans 
10 des fermenteurs ou produits in vivo, sous forme d'ascite ; alternativement, lesdits anti- 
corps monoclonaux sont produits par genie genetique comme d6crit dans le brevet 
americain US 4,816,567. Par exemple, des mammiferes non-humains transgeniques 
tels que defini ci-dessus sont immunises de facon forte et repetee avec des antigenes 
choisis (antigenes de bacteries, de virus, de champignons, antigenes specifiques de 
15 tumeurs tels que l'antigene carcino-embryonnaire, etc. . .), selon un protocole standard 
comprenant une premiere immunisation par injection intraperiton6ale de l'antigene 
dans un volume equivalent d'adjuvant complet de Freund puis une deuxieme 
immunisation (rappel) 15 jours plus tard dans des conditions identiques mais avec 
cette fois de l'adjuvant incomplet de Freund. Les anticorps monoclonaux sont produits 
20 selon un protocole standard comprenant le sacrifice des animaux deux semaines apr6s 
le dernier rappel, le prelevement de la rate, la mise en suspension des lymphocytes 
spleniques et la fusion de ces lymphocytes avec la lignee cellulaire SP2/0 (cette lignee 
murine ne produit aucun anticorps murin, est immortalisee, et possede toute la 
machinerie de secretion n6cessaire a la secretion d'immunoglobulines). 
25 - les fragments d'anticorps sont produits a partir des regions V H et 

V L donees, a partir des ARNm d"hybridomes ou de lymphocytes spleniques d'un 
mammifere non-humain transgenique selon 1 'invention, immunise ; par exemple, les 
fragments Fv ou Fab sont exprimes a la surface de phages filamenteux selon la 
technique de Winter et Milstein (Nature, 1991, 349, 293-299) ; apres plusieurs etapes 
30 de selection, les fragments d'anticorps specifiques de l'antigene sont isoles et exprimes 
dans un systeme d'expression approprie, par les techniques classiques de clonage et 
d'expression d'ADN recombinant. 



WO 2005/047333 



PCTVFR2004/002701 



13 

Les anticorps ou leur fragments tels que definis ci-dessus, sont puri- 
fies par les techniques classiques connues de THomme du metier, telles que la 
chromatographic definite. 

La presente invention a egalement pour objet, un anticorps humanise 
5 de classe IgA susceptible d'etre obtenu par le procede tel que defini ci-dessus, caracte- 
rise en ce qu'il comprend une chaine lourde chimerique dont le(s) domaine(s) 
constant(s) sont d'origine humaine et une chaine legere humaine dont le domaine 
variable est cod6 par VkI-Jk5. 

L'invention englobe les anticorps humanis6s de classe IgA dont la 
10 chaine legere est cod6e par le gene VkI-Jk5 presentant la sequence EMBL/Genbank 
X64133 ou une sequence produite par hypermutation de cette sequence, notamment 
aprds activation des lymphocytes B en presence de l'antigene. 

La pr6sente invention a egalement pour objet, un fragment d'un anti- 
corps humanise de classe IgA susceptible d'etre obtenu par le proced6 tel que defini 
15 ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend un fragment desdites chaines lourdes et 
legeres telles que definies ci-dessus. 

L'invention englobe les anticorps polyclonaux, les anticorps mono- 
clonaux ainsi que leurs fragments (Fab, Fc, Fab '2). 

Les anticorps humanises selon Pinvention et leurs fragments tels 
20 que definis ci-dessus, sont bien toleres chez 1 'Homme (minimisation du risque de 
reaction allergique par immunisation inter-espece) et possedent une demi-vie prolon- 
gee chez THomme, etant donn6 que la region constante de la chaine lourde et la tota- 
lity de la chaine 16gere de ces anticorps sont d'origine humaine. 

La presente invention a egalement pour objet un medicament 
25 comprenant un anticorps humanise de classe IgA ou un fragment de cet anticorps, tels 
que definis ci-dessus ; un tel anticorps ou son fragment est notamment utilise en 
immunotherapie passive (serothSrapie) pour la prevention et le traitement d'une 
maladie infectieuse ou du cancer. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
30 immunogene ou vaccinale, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un anticorps 
humanise de classe IgA ou un fragment de cet anticorps, tels que d6finis ci-dessus, 
associe a un antigene, de preference sous la forme d'un complexe antigene-anticorps 
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comprenant un anticorps humanise de classe IgA ou un fragment de cet anticorps 
dirige contre ledit antigene ; une telle composition permet a la fois de cibler Pantigdne 
vers P epithelium des muqueuses et de le proteger de la protSolyse. 

La presente invention a Egalement potir objet une composition 
5 pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un anticorps humanise 
de classe IgA ou un fragment de cet anticorps, tels que definis ci-dessus, associe par 
tout moyen approprie a un principe actif ; une telle composition permet a la fois de 
cibler le principe actif vers P Epithelium des muqueuses et de le proteger de la 
proteolyse. 

10 Selon un mode de realisation avantageux des compositions selon 

Pinvention, elles contiennent en outre, au moins un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable et eventuellement des substances porteuses et/ou des adjuvants. 

Les vehicules pharmaceutiquement acceptables, les substances 

porteuses et les adjuvants sont ceux classiquement utilises. 
15 Les adjuvants sont avantageusement choisis dans le groupe constitue 

par des emulsions huileuses, de la saponine, des substances migrates, des extraits 

bacteriens, de l'hydroxyde d'alumine et le squalene. 

Les substances porteuses sont avantageusement s61ectionnees dans 

le groupe constitue par des liposomes unilamellaires, des liposomes multilamellaires, 
20 des micelles de saponine ou des microspheres solides de nature saccharidique ou 

aurifere. 

Les compositions selon Pinvention, sont administrees par voie 
generate (orale, intramusculaire, sous-cutan6, intra-peritoneale ou intraveineuse) ou 
par voie locale (oculaire, nasale, vaginale, rectale) ; la dose et le rythme 
25 d'administration varient en fonction de Pespece (humaine ou animate) et de la maladie 
a traits. 

La presente invention a egalement pour objet un reactif de diagnostic 
comprenant un anticorps humanist de classe IgA ou un fragment de cet anticorps, tels 
que definis ci-dessus. 

30 La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'un anti- 

corps humanise de classe IgA ou un fragment de cet anticorps, tels que definis ci- 
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dessus, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et au traitement 
des maladies infectieuses et du cancer. 

La presente invention a 6galement pour objet Putilisation d'un anti- 
corps humanise de classe IgA ou un fragment de cet anticorps, tels que definis ci- 
5 dessus, pour la preparation d'un reactif destine au diagnostic des maladies infectieuses 
et du cancer. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples d'obtention et d'utilisation des mammiferes non-humains transgeniques 
10 selon la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la structure du locus IgH modifte obtenu par 
recombinaison homologue entre le locus IgH murin et le vecteur de ciblage d&iomme 
p-alphalKI, comprenant un fragment de 5,5 kb du gene alpha 1 humain incluant trois 
exons codant pour les domaines constants CHI, CH2 et CH3 et l'exon de membrane 

15 (mb) et une cassette neo bordee de sites LoxP (fragment de l,6kb), flanques en amont 
d'un fragment d'environ 5 kb correspondant a la region JH~Efi (fragment DQ 52/JH) 
et en aval d'un autre fragment d'environ 5 kb correspondant au gene Cp. (fragment 
Qi). 

- la figure 2 illustre la structure detaillee du vecteur de ciblage 
20 d6nomme p-alphalKI, comprenant : un fragment de 5,5 kb du gene alpha 1 humain 

incluant trois exons codant pour les domaines constants CHI, CH2 et CH3 et Pexon 
de membrane (mb) et une cassette n£o bordee de sites LoxP (fragment de l,6kb), 
flanques en amont d'un fragment d'environ 5 kb correspondant a la r£gion JH-Eji 
(fragment DQ 52/JH) et en aval d'un autre fragment d'environ 5 kb correspondant au 
25 gene C|li (fragment C|i). 

- la figure 3 illustre la confirmation de la sequence du vecteur de 
ciblage p-alphalKI par restriction enzymatique avec Xho I. AH3 : marqueur de poids 
moleculaire. Pistes 3 et 4 : clones comprenant la cassette neo inseree dans la bonne 
orientation ; 5 fragments dont 2 co-migrent (5 kb et 5,3 kb) sont detectes : 6,4 kb 

30 (fragment CH2 + CH3 d'ctl -cassette neo), 5 kb (fragment C^i), 5,3 kb (fragment JH + 
fragment CHI d'al) et 3,7 kb (fragment plasmidique + fragment 5' DQ52). Piste 5 : 
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clone comprenant la cassette neo inseree en orientation inverse ; 4 fragments sont 
d6tectes: 9,5 kb (fragment JH -fragment CH2 + CH3 d'al -cassette neo), 5 kb 
(fragment C^i), 3,7 kb (fragment plasmidique+ fragment 5* DQ52) et 2,4 kb (fragment 
CHI d'al + cassette neo). 
5 - la figure 4 illustre le profil en Southern-blot d'un allele recombi- 

nant, par comparaison avec un allele sauvage ; PADN genomique digere par Eco RI 
est hybride avec une sonde situee en 5' du gene 5. 

- la figure 5 illustre Panalyse par Southern-blot de PADN 
genomique des clones ES transfectes avec le vecteur de ciblage p-alphalKI ; PADN 

10 genomique dig6r<§ par Eco RI est hybride avec une sonde correspondant a la region 5 9 
du gene 8. La fleche indique un clone ayant int6gre le transgene al humain par 
recombinaison homologue (fragment de 7,5 kb correspondant a P allele recombinant et 
fragment de 12 kb correspondant k Tallele sauvage). 

- la figure 6 illustre Panalyse par cytometric de flux de Pexpression 
15 d'un recepteur membranaire de la classe des IgA humaines a la surface des 

lymphocytes peripheriques des animaux homozygotes de la lignee transgenique 
alphalKL L'axe des abscisses represente le marquage avec un anti corps anti-al 
humain marque a la fluoresceine et Paxe des ordonnees represente le marquage avec 
un anticorps anti-CD 19 murin marque a la phyco-erythrine* Le rectangle en pointille 
20 indique les cellules exprimant a la fois CD 19 (cellules B) et une chaine lourde al 
humaine. 

- la figure 7 illustre Panalyse en cytometric de flux, de Pexpression 
de la chaine 16gere kappa humaine a la surface des lymphocytes B peripheriques des 
souris de la lignee kappa ARN, par comparaison avec des souris non-transgeniques 

25 (controle). L'axe des abscisses represente le marquage avec un anticorps anti-kappa 
humain marque a la fluoresceine et Paxe des ordonnees represente le marquage avec 
un anticorps anti-kappa murin marque a la phycoerythrine. 

- la figure 8 illustre Phypermutation somatique du transgene kappa 
humain dans la lignee de souris transgeniques k ARN ; la distribution des mutations le 

30 long de la chaine legere kappa humaine de 40 clones isolees a partir de cellules B 
actives par la PNA a ete analysee. Les mutations gen6rant une substitution d'acides 
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amines, les mutations silencieuses et les mutations generant un codon stop sont 
indiquees respectivement par ■, □, et . Les acides amines correspondant aux 
points d'hypermutation sont indiques par leur nature et leur position, ainsi que par la 
position de la mutation dans le codon (en chiffre romain, entre parenthese). 
5 - la figure 9 illustre Tanalyse en ELISA de la reponse en anticorps 

IgAl chimeriques humaines specifiques, chez les souris doubles-transgeniques de la 
lignee HAMIGA immunisees avec Pantigene ovalbumine. Les resultats sont exprim6s 
en unites arbitraires d'IgA anti-ovalbumine. 

Exemple 1 : Obtention et caracterisation de la lignee transgSnique alphalKI 
10 (alphal Knock-In) exprimant une chaiue lourde alpha 1 d'immunoglobuline 
humaine, chimerique 

Le gene alpha 1 humain, incluant les trois exons codant pour les 
domaines constants CHI, CH2 et CH3 et l'exon de membrane (mb), a ete insere par 
recombinaison homologue, en lieu et place de la region de commutation Sji de la 

1 5 chaine lourde murine (Sju), de fa$on a bloquer la commutation de classe vers les genes 
constants d'immunoglobulines situ6s en aval de Cjx sur le locus endogene (locus IgH 
murin, figure 1). La region ciblee abolit Texpression du gene fi endogene responsable 
de la synthese de chaines lourdes d'IgM, et diminue fortement celle des autres genes 
de chaines lourdes d'immunoglobulines. En consequence, la lignee transg6nique obte- 

20 nue produit une forte quantites d'IgA chimeriques dont le domaine constant humanise 
correspond a Tisotype IgAl . 

1) Construction du vecteur de ciblage de la recombinaison homologue 

Les constructions plasmidiques ont ete realis6es a partir du 
plasmide bluescript SK (pSK) (STRATAGENE) et de la souche bacterienne E. coli 
25 TGI (STRATAGENE), en utilisant les protocoles classiques de preparation, de 
clonage et d'analyse de TADN tels que ceux d6crits dans Current Protocols in 
Molecular Biology (Frederick ML AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of 
Congress, USA). 

Le vecteur de recombinaison homologue ou vecteur de ciblage 
30 derive de pSK, denomme p-alphalKI (figure 2), comprend : \m fragment de 5,5 kb du 
gene alpha 1 humain incluant trois exons codant pour les domaines constants CHI, 
CH2 et CH3 et Pexon de membrane (mb) et une cassette neo (fragment de l,6kb), 
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flanque en amont d'un fragment d'environ 5 kb correspondant a la region JH-Ep, 
(fragment DQ 52/JH) et en aval d'un autre fragment d'environ 5 kb correspondant au 
gene Cp. (fragment C\x). 

De maniere plus precise, les diff&rents fragments ont ete inseres 
5 dans le plasmide bluescript SK, selon les etapes suivantes : 

Dans une premiere etape, le fragment C^x correspondant aux positions 
140101 h 145032 du chromosome 12 murin (Genbank/EMBL AC073553) a ete ampli- 
fie par PCR a Paide d'amorces sp6cifiques approprtees puis clon6 au siteXIio I de 
pSK pour donner le plasmide pA. 
10 Dans une seconde 6tape, le fragment DQ 52/JH correspondant aux 

positions 131281 a 136441 du chromosome 12 murin (Genbank/EMBL AC073553) a 
ete amplifie par PCR a Paide d'amorces sp^cifiques appropriees puis clone en 5' du 
fragment Cfi, entre les sites EcoR V et Cla I du plasmide pA, pour donner le plasmide 
pB. 

15 Dans une troisieme etape, la cassette n6o decrite dans Pinaud et ah, 

Immunity, 2001, 15, 187-199, a ete inseree au site Sal I entre DQ52/JH et C^i, pour 

donner le plasmide pC. 

Le fragment Sac I-Bam HI de 5,5 kb d'un plasmide recombinant 

comprenant la totalite du gene alpha 1 humain, incluant les sequences des exons CHI, 
20 CH2 et CH3 (Genbank/EMBL J00220) et de l'exon de membrane (Genbank/EMBL 

X64133) a 6te ligaturS a chacune de ses extremit6s avec des adaptateurs Cla I. 

Enfin, dans une demise etape, le fragment de 5,5 kb flanque 

d'adaptateurs Cla I ainsi obtenu a et6 insere entre le fragment JH et la cassette neo au 

site Cla I du plasmide pC pour donner le vecteur de ciblage d6nomm6 p-alphalKL 
25 La sequence de p-alphalKI a ete verifiee par sequen9age 

automatique et par analyse de restriction avec les enzymes Cla I etXho I (figure 3). 

2) Transfection de cellules ES et injection dans des blastocystes 

Les clones de cellules ES issues de la lignee 129/SJ ont ete isoles, 

analyses puis injectes dans des blastocystes de souris C57/Black 6, en utilisant les 
30 protocoles classiques de transg6nese et d' analyse de TADN genomique, tels que ceux 

d^crits dans et dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. 

AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). 
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De maniere plus precise, des cellules ES ont ete transferees par 
Slectroporation de l'ADN de p-alphalKI linearise au site Not L Les clones selection- 
nes en presence de geneticine ont ete preleves et l'ADN genomique digere par EcoR I 
a ete analyse par Southern Blot a Paide d'une sonde radioactive s'hybridant en dehors 
5 du site de recombinaison homologue, en 5' du gene constant Delta (5) et de son site 
EcoR /(figure 4) ; cette sonde amplifiee par PCR a Paide d'amorces specifiques 
appropriees, correspond aux positions 140101 a 145032 de la sequence du chromo- 
some 12 murin (EMBL/Genbank AC073553). 

La presence d'un allele recombinant est visualisee par un fragment 
10 d'environ 7,5 kb (representant le fragment \x murin et la cassette neo) alors que V allele 
sauvage correspond a un fragment de 12 kb (figure 5). Dans ces conditions, sur 303 
clones analys6s, 4 se sont reveles positifs. 

La verification du caryotype de deux des quatre clones recombinants 
n'a montre aucune anomalie chromosomique (aneuploldie). 
15 Ces clones ont ete injectes dans des blastocystes de souris C57/Black 

6 en utilisant les protocoles classiques de transgenese tels que ceux decrits dans 
Transgenic Mouse: Methods and Protocols, precite. Parmi les souris obtenues, celles 
presentant le degr6 de chimerisme le plus eleve ont ete analysees par PCR et par 
ELISA. Une lign6e de souris homozygotes pour le locus IgH recombine, denomm^e 
20 ci-apres lignee alpha 1 knock-in ou alphalKI, a ensuite ete obtenue par croisement des 
animaux het6rozygotes presentant le degre de chimerisme le plus eleve. 
3) Detection du locus IgH recombine portant le gene Cal humain (allele alpha 1 
knock-in ou alphalKI) et du locus IgH sauvage (allele \i sauvage) par PCR 

L'ADN genomique d'un echantillon de queue des animaux homo- 
25 zygotes obtenus comme precise ci-dessus, a ete analyse par PCR a Paide des deux 
couples d'amorces suivants : 

- couple s pecifique du locus IgH murin non mute (allele u sauvage* : 
- amorce UpstreamSpe I Smu : 5' GAG TAC CGT TGT CTG GGT CAC 3* (SEQ ID 
NO:l) 

30 - amorce SacI-3'Imu : 5 s GAG CTC TAT GAT TAT TGG TTA AC 3* (SEQ ID 
NO:2) 
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La reaction cP amplification a ete realisee avec une temperature 
d 'hybridation de 61°C. Cette PCR amplifie en 30 cycles un fragment de 91 paires de 
bases-encadrant le site Spe I-specifique du locus IgH murin non mute. 

- couple specifique du locus IgH recombine portant le gene Cal 
5 humain (allele alpha 1 knock-in on alpha] KI) : 

- amorce Neol : 5' GCA TGA TCT GGA CGA AGA GCA T 3' (SEQ ID NO:3) 

- amorce Neo2 : 5' TCC CCT CAG AAG AAC TCG TCA A 3' (SEQ ID NO:4) 

La reaction d 5 amplification a ete realisee avec une temperature 
d'hybridation de 55°C. Cette PCR amplifie en 30 cycles un fragment de 120 paires de 
10 bases specifique du locus IgH recombine portant le gene Cal humain (mutation alpha 
1 knock-in ou alpha J KI). 

Une lignee de souris homozygotes pour la mutation alphalKI, 
denomm6e ci-apres lignee alpha 1 knock-in ou alphalKI a ete etablie ; les animaux de 
cette lignee sont systematiquement et simultanement negatifs en PCR avec les 
15 amorces specifiques de P allele \x sauvage et positifs en PCR avec les amorce speci- 
fiques de l'allele alpha 1 knock-in. 

4) Dosage des IgA seriques totales en nephelometric et en ELISA 

a) nephelometric 

Les IgA seriques ont ete dosees par nephelometric sur un automate 
20 BNII™ (BEHRING) en utilisant le kit de dosage des IgA (BEHRING), selon les 
recommandations du fournisseur. 

Le dosage des IgA seriques a donne des resultats totalement correles 
avec ceux du genotypage realise par PCR : 

- les animaux controle non mutants ont un taux nul d'immunoglobulines humaines de 
25 classe IgA 

- les animaux heterozygotes al-KI ont egalement un taux indetectable d'IgA 
humaines et un taux normal d'IgM murines. 

- les animaux homozygotes al-KI ont un taux significatif d'IgA humaines, ce taux 
variant entre 0,4 et 0,6 g/l dans le serum. Par contre, les IgM murines sont 

30 indetectables dans le s6rum de ces animaux. 
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b) ELJSA 

Les r6sultats obtenus en nephelometric ont ete confirmes en ELISA 
suivant les etapes suivantes : des plaques a 96 puits (Maxisorb™, NUNC) ont ete 
recouvertes, soit d'anticorps non marque anti-IgA humaines, soit d'anticorps non- 
5 marqu6 anti-IgM murines, par incubation tine nuit a + 4° C en presence de Fab '2 de 
chevre anti-IgA humaines ou anti-IgM murines (Southern Biotechnologies 
Associates), dilues au l/SOO* 1 " 5 en tampon carbonate 0,1 M, pH 8,3 (100 
microlitres/puits). Apres 3 lavages avec du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 
(PBS-Tween 0,1%), les plaques ont ete saturees en presence de PBS contenant 10 % 

10 de serum de veau foetal (100 microlitres/puits). Apres 3 lavages avec du tampon PBS- 
Tween 0,1%, les serums k tester, dilues au l/lOO*" 16 et au l/500* me en tampon PBS 
contenant 10% serum de veau foetal ont ete ajoutes (100 microlitres/puits) et les 
plaques ont ete incubees 3 heures a 37°C. Apres 3 lavages avec du tampon PBS- 
Tween 0,1%, un antiserum anti-IgA humaines marque a la phosphatase alcaline ou un 

15 serum anti-IgM murines marque a la phosphatase alcaline (Biosys) dilues au 
1/1 000*** dans du PBS-Tween 0,1% (100 microlitres/puits) ont ete ajoutes et les 
plaques ont ete incubees 1 heure a 37°C. Apres 3 lavages avec du tampon PBS- 
Tween 0,1%, les IgA et les IgM fixees ont ete reveiees par addition de substrat de la 
phosphatase alcaline (p-nitrophenylphosphate, SIGMA) k 1 mg/ml en tampon Tris 

20 0,2M, pH 7,0. La reaction a ete bloquee par addition de soude 0,5N (50 
microlitres/puits) puis Pabsorbtion a ete mesuree a une longueur d'onde de 405 nm. 

Les donnees quantitatives sont obtenues par extrapolation avec une 
gamme d'un serum etalon (BEHRING) pour le dosage des IgA humaines, et d'une 
IgM monoclonale murine (SOUTHERN BIOTECHNOLOGIES ASSOCIATES) pour 

25 le dosage des IgM murines. 

Le dosage des IgA seriques en ELISA montre une difference 
significative entre les homozygotes et les heterozygotes ; les serums d'homozygotes 
contiennent 0,4 et 0,6 g/1 d'IgAl, alors que des valeurs d'absorbance nulles ou tres 
faibles sont observees pour les serums d'heterozygotes meme a la dilution la plus 

30 faible (au 1/1 00*™*). A Pinverse lorsque les IgM murines sont dosees en ELISA, on 
observe un taux normal d'IgM murines (de l'ordre de 1 g/1) chez les souris control es 
« non mutantes » de meme que chez les animaux heterozygotes pour la mutation ctl- 
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KI. Par contre, le taux des IgM murines est mil chez les animaux homozygotes pour la 
mutation al-KL 

5) Recherche de l'expression d'un recepteur membranaire de la classe des IgA 
humaines a la surface des lymphocytes peripheriques des animaux mutants 

5 Les animaux homozygotes porteurs de la mutation al-KI ont ete 

phenotypes en cytometrie de flux, par double marquage a l'aide d'anticorps 
specifiques d'IgAl humaine ou d'IgM murines marques a la fluoresceine, et 
d'anticorps specifiques des cellules B (anticorps anti-CD 19) marques a la 
phycoerythrine. De maniere plus precise : 

10 - Preparation des cellules lvmpho'fdes : deux organes lymphoides 

peripheriques : la rate et les plaques de Peyer, ont 6te prelev6s separement chez les 
animaux mutants homozygotes otlKI, dilaceres en tampon versene (Invitrogen), et 
filtres sur tamis (40 microns) afin d'obtenir une suspension de cellules individuelles 
d6barrassee des agregats cellulaires. Les cellules spl6niques ont alors ete centrifugees 

15 et soumises a une etape supplementaire de choc osmotique afin de lyser les globules 
rouges par remise en suspension du culot cellulaire dans 1 ml d'eau distillee. Les 
cellules des echantillons ont ensuite ete immediatement remises en suspension dans du 
milieu complet (RPMI + 10% serum de veau foetal), denombrees et conservees sur de 
la glace. 

20 - Marquage a l'aide d' anticorps fluorescents : 10 5 cellules de chaque 

echantillon ont ete incubees pendant 30 minutes a 4° C avec une dilution au l/100 toe , 
soit d'un anticorps anti-IgM de souris marque & Pisothiocyanante de fluoresceine 
(Southern Biotechnologies), soit d'un anticorps anti-IgA humaines marque a 
risothiocyanante de fluoresceine, ou bien avec la combinaison d'un des anticorps 

25 prec6dents avec un anticorps specifique des cellules B (anticorps anti-CD 19) marque a 
la phyco6rythrine (double marquage). Les cellules ont ensuite ete lavees dans 5 ml de 
PBS puis le surnageant a ete decante et les cellules ont ete remises en suspension dans 
100 microlitres de PBS, 0,5% BSA, 0,1 mM EDTA. 

- Analyse en cvtofluorimetrie : les cellules marquees ont ete 

30 analysees a l'aide d'un cytometre de flux (COULTER XL™). 

Les resultats de la cytometrie de flux sont en accord avec ceux du 
dosage des irnmuno globulines seriques. Chez les animaux homozygotes de la lignee 
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alphal-KI, aucune expression d'IgM murines n'est detectee, ni dans la rate, ni dans les 
plaques de Peyer. 

Pourtant en 1 'absence depression d'IgM, un compartiment de 
cellules B p6ripheriques CD 19+ est capable de se differencier chez ces animaux et 
5 represente 10 a 12 % des lymphocytes spleniques ou 40 a 60% des lymphocytes des 
plaques de Peyer. Ce compartiment exprime des IgA membranaires dont la chaine 
lourde humanisee est reconnue par un anticorps specifique des IgAl et marque a la 
fluoresceine (figure 6). 

Exemple 2 : Obtention et caracterisation de la lignee transgenique k ARN 
10 exprimant une chaine legere kappa d'immunoglobuline humaine 

Une lignee d' animaux transgeniques exprimant dans toutes leurs 
cellules B, une chaine legere kappa humaine codee par la region variable VkI-Jk5 et la 
region Ck (chaine kappa ARN, EMBL/Genbank X64133), a et6 obtenue par 
transgenese directe, a partix du vecteur d'expression decrit dans Chauveau et al, Gene, 

15 1998,222,279-285. 

1) Construction du vecteur de transgenese 

Le vecteur de transgenese est le plasmide pALIEn decrit dans 
Chauveau et al, Gene, 1998, 222, 279-285 ; il contient h la fois le promoteur VH et 
Penhancer Eja en 5' de la cassette codant pour la chaine kappa ARN, et en 3' de cette 

20 cassette : les trois enhancer hs3a, hsl2 et hs3b, situes en 3' du locus IgH en 3\ La 
sequence codante correspond a la chaine VkI-Jk5-Ck (Genbank/EMBL X64133). Le 
plasmide pALEE|a a 6te linearise par les enzymes de restriction Not I et Pvu I qui 
coupent a rint6rie\ir de la sequence plasmidique, Not 1 6tant situe en amont du promo- 
teur qui precede le segment Vk clone et Pvu I etant situe au sein du gene de resistance 

25 a Tampicilline porte par le plasmide. Le fragment incluant Tensemble de la cassette 
d'expression kappa flanquee de tous les elements promoteurs et regulateurs de 
Texpression a ensuite ete ins6r6 de fa?on al6atoire dans des blastocystes de souris en 
utilisant les protocoles classiques de transgenese directe tels que ceux decrits dans 
Transgenic Mouse: Methods and Protocols^ pr6cite. 
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2) Identification des animaux fondateurs de la lignee k ARN et typage de leur 
descendance 

Une lignee de souris transgenique possedant le transgene k ARN a 
ete obtenue aprds injection du vecteur d 'expression ; la presence de ce transgene 
5 humain a 6te verifiee sur PADN des souris par Southern blot a Paide d'une sonde 
specifique de la region Ck humaine (fragment EcoRI-EcoRI de 2,5 kb incluant la 
totalite de Pexon Ck bumain). Les animaux portant Pinsertion du transgene sur les 
deux alleles du point d 'insertion (animaux homozygotes) ont une quantite double du 
transgene et peuvent etre distingues par le Southern blot des animaux portant une 
10 seule copie du transgene (animaux heterozygotes). Alternativement, la presence du 
transgene a &6 detectee par PCR a Paide d'amorces permettant d'amplifier 
specifiquement la sequence humaine VkI-Jk5-Ck (Genbank/EMBL X64133). 

3) Recherche de P expression des chaines legeres kappa humaines a la surface des 
lymphocytes peripheriques des souris de la lignee kappa ARN 

15 Les animaux dizygotes porteurs du transgene kappa ARN ont et6 

phenotypes en cytometrie de flux, par double marquage a Paide d'un anti corps anti-K 
murin (marqu6 h la phyco6rythrine) en conjonction avec un anticorps anti-K humain 
(marque a Pisothiocyanante de fluoresceine), selon le protocole tel que d6crit a 
Pexemple 1. 

20 Ces animaux montrent une expression du transgene k humain sur la 

majorite des cellules B (figure 7). De plus le transgene induit un phenomene 
d'exclusion all61ique tel que les cellules B exprimant le transgene k humain 
n'expriment pas de gene endogene de chaines legeres de souris. En cytometric, ces 
cellules sont done positives lors du marquage avec Pantiserum anti-chames k 

25 humaines et negatives avec Pantiserum anti chaines k murines (figure 7). 

4) Analyse de Phypermutation somatique du transgene k chez les souris de la 
lignee kappa ARN 

II a 6galement ete montre que cette chaine legere k humaine est 
capable de s'associer avec des chines lourdes et de se diversifier grace au ph6nomene 
30 d'hypermutation somatique (declenche par une reponse a Pantigene). Ce transgene 
respectant Parchitecture endogene d'un gene k avec presence de Pintron Jk-Ck entre 
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le VkJk et le Ck, beneficie en outre d'une expression forte assuree par la combinaison 
promoteur P V h / enhancer Eji + palindrome r6gulateur 3'IgH (hs3a, hsl,2, hs3b). 
L' action cumulative de tous ces elements r6gulateurs permet de recruter la machinerie 
d'hypermutation somatique au niveau du transgene. De maniere plus precise, les 
5 plaques de Peyer des souris transgeniques sont prelev6es par dissection de Pintestin. 
La suspension cellulaire est preparee en broyant les plaques de Peyer a travers une 
membrane de nylon. Les cellules sont lavees trois fois a + 4° C, dans du DMEM 
contenant 10 % de serum de veau foetal. Les cellules mortes ont 6te eliminees apres 
chaque lavage et la suspension cellulaire a ete ajustee a 10 6 cellules/ml. 

10 Les cellules ont et6 incubees 30 min a + 4° C en presence 

d'anticorps anti-B220 biotinyle. Apres deux lavages avec du DMEM contenant 5 % 
de serum de veau foetal, les cellules ont et6 incubees 30 min a + 4° C en presence de 
streptavidine couplee a la phycoerythrine, puis lav6es et remises en suspension dans 
du PBS contenant 5 % de s6rum de veau foetal. Apres addition d'une lectine sp6ci- 

15 fique des cellules B activees (PNA pour peanut agglutinin) conjuguee a la FITC, la a 
suspension cellulaire a 6te incub6e 30 min a + 4° C. Apres deux lavages avec du 
DMEM, les cellules ont ete remises en suspension dans du DMEM puis elles B ont 
ensuite ete tribes, par cytometric en flux, en deux populations : B220 + PNA high (B acti- 
vees) et B220 + PNA Iow (B au repos). 

20 L'ADN g&iomique a 6te extrait des deux populations cellulaires 

triees a Taide du kit QIAamp Tissue (QIAGEN). Une amplification par reaction de 
polymerisation en chaine (PCR) a ete r6alisee sur 2\x\ d'ADN g6nomique en utilisant 
des amorces correspondant a la region signal du VkI humain (5'- 
AAGTCGACATGGACATGAGGGTGCC-3 *) (SEQ ID NO:5) et au debut de la 

25 region Jk5 humaine (5 '-TTCTCGAGACTTAGGTTTAATCTCCAG-S ') (SEQ ED 
NO:6). Le programme d* amplification consistait en : une etape initiale de draaturation 
a 94°C pendant 5 min; suivi de 35 cycles alternant une etape de denaturation a 94°C 
pendant 30 s, une etape d'hybridation a 52°C pendant 30 s, et une etape d'elongation a 
72°C pendant 30 s; puis tine etape finale d'elongation a 72°C pedant 7 min. 

30 Le produit d' amplification a ete purifie sur gel d'agarose a 1, 2%, 

elu6 (kit QIAquick Gel Extraction, QIAGEN) puis clone dans le vecteur pCRH-TOPO 
(INVITROGEN). Les clones recombinants ont ete testes par restriction enzymatique 
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puis purifies (kit Flexiprep, PHARMACIA) et sequences par la methode de Sanger. 
Les reactions de sequen9age ont ete realisees par PCR a l'aide des amorces Ml 3 
reverse et M13(-20) et de did6soxynucleotides fluorescents puis analysees par 61ectro- 
phorese capillaire sur sequenceur automatique (ABI-PRISM 310, PERKIN-ELMER). 
5 Les sequences obtenues a partir des cellules B activ6es ont ensuite ete alignees avec la 
sequence originale du transgene non mute (Genbank/EMBL X64133). Le nombre et la 
position des mutations ont ete analyses (figure 8). 

Le transgene k subit cette hypermutation somatique h un taux pratiquement aussi 
elfrve (17 mutations pour 1000 bases) que les genes d'immunoglobulines endogenes 

10 (qui mutent a un taux de 40 mutations pour 1000 bases). Ce transgene unique est done 
capable de generer un « repertoire » kappa possedant une certaine diversite. 
Exemple 3 : Obtention et caracterisation de la lignee double-transgenique 
HAMIGA exprimant une chaine lourde alpha 1 chimerique et une chaine legere 
kappa d'immunoglobulines humaines. 

15 Le croisement des lignees kARN et alphal-KI decrites aux exemples 

pr6cedents, genere des souris doubles transgeniques kARN / alphal-KI. 

Pour ce faire, les animaux homozygotes pour la mutation alphal-KI 
et homozygotes pour le transgene k ARN ont ete croises entre eux. En premiere gene- 
ration (Fl) apres ce croisement, tous les animaux obtenus sont heterozygotes pour la 

20 mutation alphal-KI et heterozygotes pour le transgene k ARN. Ces animaux Fl ont 
done ete a nouveau croises : a la generation suivante (F2) les lois de la g&ietique 
Mendelienne permettent d'obtenir 1 animal sur 4 homozygote pour la mutation 
alphal-KI et un animal sur 4 homozygote pour le transgene k ARN. Parmi ces 
animaux F2, un animal sur 16 a done pu etre selectionne comme portant a la fois la 

25 mutation alphal-KI k P&at homozygote et comme portant le transgene k ARN a Petat 
homozygote. Ces animaux sont les fondateurs de la lignee HAMIGA et ils 
transmettent de fa9on stable a leur descendance les genes permettant simultanement la 
production d'une chaine lourde alphal humanisee en remplacement de la production 
d'IgM murines ainsi que la production et la diversification par hypermutation d'une 

30 chaine k humaine. 
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Cette lignSe de souris doubles transgeniques est denomme lignSe 
HAMIGA pour « Humanized Antibodies Made Up Of Monoclonal Immunoglobulin 
A». 

1) Obtention de la lignee double-trans genique HAMIGA 

5 a) pr6sence du transgene k 

La transmission du transgene k ARN au cours des croisement 

d'animaux transg&iiques a ete suivie par Southern Blot a Paide d'une sonde 

sp6cifique de la region Ck humaine (fragment e EcoRI-EcoRI de 2,5 kb incluant la 

totality de Pexon Ck humain). 

10 L'expression du transgene k chez les animaux mutants a ete detectee 

par dosage en ELISA de chaines kappa libres humaines eliminees dans les urines des 
animaux. De maniere plus, precise : des plaques a 96 puits (Maxisorb®, NUNC) ont 
ete incubees une nuit a + 4° C en presence d J un anticorps non marque anti-K humain 
(Kallestad) dilue au l/lOOO* 1116 en tampon carbonate 0,1 M pH 8,3 (100 

15 microlitres/puits). Apres 3 lavages avec du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 
(PBS-Tween 0,1%), les plaques ont et6 saturSes en presence de PBS contenant 10% 
s&um de veau foetal (100 microlitres/puits). Apres 3 lavages avec du tampon PBS- 
Tween 0,1%, les echantillons d'urine k tester, dilues au l/lOO** 6 et au 1/500^ en 
tampon PBS contenant 10% de serum de veau foetal ont 6t6 ajoutes (100 

20 microlitres/puits) et les plaques ont ete incubees 3 heures a 37°C. Aprds 3 lavages 
avec du tampon PBS-Tween 0,1%, un antiserum anti-K humain marque a la 
phosphatase alcaline (SIGMA) dilu6 au l/1000* me dans du PBS-Tween 0,1% (100 
microlitres/puits) a 6te ajoute et les plaques ont 6te incubees 1 heure a 37°C. Apres 3 
lavages avec du tampon PBS-Tween 0,1%, les chaines legeres kappa humaines fixees 

25 ont 6te rev61ees par addition de substrat de la phosphatase alcaline (p-nitrophenyl- 
phosphate, SIGMA) a 1 mg/ml en tampon Tris 0,2M, pH 7,0. La reaction a 6te 
bloquSe par addition de soude 0,5N (50 microlitres/puits) puis Pabsorbtion a 6te 
mesuree a une longueur d'onde de 405 nm. 

Alternativement, Pexpression du transgene kappa humain a et6 

30 analysee par cytometric de flux comme decrit a Pexmple 2. Les resultats montrent que 
la presence du transgene k ARN entraine un phenomene important d'exclusion 
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allelique, tel que parmi les lymphocytes p6riph6riques plus de 50 % expriment la 
chaine 16gere humaine et ne r6arrangent done pas les genes de chaine legeres murines 
pour exprimer une chaine 16gere murine, 
b ) homozvgotie pour la mutation al-KI 
5 Le premier element simple indiquaht Phomozygotie al-KI est la 

presence d'un taux eleve d'IgAl humaines dans le s6rum des animaux. En outre 
Phomozygotie a 6te confirmee en PCR par la positivite de la « PCR al-KI » associee 
a la n6gativite de la « PCR allele |i sauvage ». Enfin, apres sacrifice des animaux, 
Panalyse en cytom&rie de flux a permis de montrer sur les lymphocytes de la rate et 
10 des plaques de Peyer que la totality des lymphocytes B (CD 19+) expriment des IgAl 
humaines membranaire alors qu'en parallele aucune cellule B n'exprime d'IgM 
murine. 

c) Verification de la presence simultanee de la mutation alphal-KI et du transgene k 
ARN chez les animaux HAMIGA et leur descendance. 

15 Les animaux double-transgeniques HAMIGA ont 6te caracterises 

comme ceux repondant simultanement aux deux specificites decrites ci-dessus : 
presence du transgene k ARN a Petat homozygote et homozygotie poxjr la mutation 
alphal-KI. De plus, ces animaux se reproduisent en preservant ces dexix specificites et 
le phenotype de leur descendance possede les proprietes suivantes, simultan&nent et 

20 de fa9on stable : 

- la production d'IgAl humanisee a xm taux consequent (facilement 
verifiable par ELISA ou nephelometric sur un simple prelevement de sang realise chez 
les animaux vivants au niveau du sinus retro-orbitaire) 

- la production de chaine legere k humaine (facilement verifiable par 
25 ELISA sur un simple prelevement d 'urines realise chez les animaux vivants). 

2) Immunisation des animaux 

Les animaux ont ete immunises une premiere fois par injection intra- 
peritoneale de 10 microgrammes d'ovalbumine (SIGMA) diluee dans 100 microlitres 
de serum physiologique et mise en emulsion avec 200 microlitres d* adjuvant complet 
30 de Freund (SIGMA). 
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Apres 4 semaines, les animaux ont subi un rappel vaccinal par 
injection intra-p6ritoneale de 10 microgrammes d'ovalbumine (SIGMA) diluee dans 
100 microlitres de serum physiologique et mise en emulsion avec 200 microlitres 
d'adjuvant incomplet de Freund (SIGMA). 
5 3) Dosage des anticorps specifiques de Pantigene vaccinal (ovalbumine) 

La presence d'anticorps specifiques de Pantigene vaccinal 
ovalbximine a ete analysee en ELISA, 4 semaines, puis 7 semaines apres la deuxieme 
injection de l'antigene, en suivant la technique suivante : des plaques a 96 puits 
(Maxisorb®, NUNC) ont ete incubees une nuit a + 4° C en presence d' ovalbumine a 

10 la concentration de 10 microgrammes/ml en tampon carbonate 0,1 M pH 8,3 (100 
microlitres/puits). Apres 3 lavages avec du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 
(PBS-Tween 0,1%), les plaques ont et6 saturees en presence de PBS contenant 10% 
de serum de veau foetal (100 microlitres/puits). Apres 3 lavages avec du tampon PBS- 
Tween 0,1%, les echantillons de serum a tester, dilues au l/20* me et au l/lOO^ 6 en 

15 tampon PBS contenant 10% de serum de veau foetal ont ete ajoutes (100 
microlitres/puits) et les plaques ont ete incubees 3 heures a 37°C. Apres 3 lavages 
avec du tampon PBS-Tween 0,1%, un antiserum anti-IgA humaines marque a la 
phosphatase alcaline (BIOSYS) dilu6 au l/lOOO^ 16 dans du PBS-Tween 0,1% (100 
microlitres/puits) a ete ajoute et les plaques ont ete incubees 1 heure a 37°C. Apres 3 

20 lavages avec du tampon PBS-Tween 0,1%, les chaines legeres kappa humaines fixees 
ont ete revelees par addition de substrat de la phosphatase alcaline (p-nitrophenyl- 
phosphate, SIGMA) a 1 mg/ml en tampon Tris 0,2M, pH 7,0, La r6action a 6te 
bloquee par addition de soude 0,5N (50 microlitres/puits) puis l'absorbtion a ete 
mesuree a une longueur d'onde de 405 nm. Le taux d'anticorps IgA anti-ovalbumine a 

25 ete exprime en unites arbitraires etablies pour les serums dilu6s au 1/1 00*™* en 
fonction du rapport Densite optique serum teste / Densite oprtique du serum temoin. 

Les resultats presentes a la figure 9 montrent la presence d'anticorps 
specifiques de Pantigene vaccinal ovalbumine 4 semaines (taux des anticorps IgAl 
humaines anti-ovalbumine a 388 unites), puis 7 semaines apres la deuxieme injection 

30 de Pantigene (taux des anticorps IgA anti-ovalbumine a 162 unites). En parallele, il a 
egalement ete verifie qu'en Pabsence d'immunisation des animaux, le taux des 
anticorps IgA anti-ovalbumine d&ectes restait inferieur a 30 unites. 
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Le repertoire de reponse aux antigenes de ces souris est attendu 
comme subnormal puisqu'on sait que c'est essentiellement le domaine VH de la 
chaine lourde qui contribue a la formation du site anticorps (or la chaine lourde 
transgenique al humaine beneficie d'un repertoire totalement diversify puisque 
5 correspondant au repertoire normal genere par les rearrangements des segments VH, 
D et JH du locus IgH murin.). Ces souris sont capables de produire des anticorps de 
forte affinite en reponse secondaire, ce qui resulte du fait que leurs lymphocytes B 
peuvent recruter le phfenomene d^hypermutation somatique a la fois au niveau du gdne 
de chaine lourde et du transgene de chaine legere k ARN. 
10 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 

nullement a cexix de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et ^application qui 
viennent d'Stre decrits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Mammifere non-humain transgenique, caracteris£ en ce qu'il 
comprend un locus IgH modifi6 par remplacement de la sequence de commutation Sja 
par tout ou partie d'un transgene constitue par le gene Ca d'une immunoglobuline 
5 humaine de classe A incluant au moins Pexon codant pour le domaine CH3 et Pexon 
de membrane. 

2°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il est homozygote pour ledit locus IgH modifie. 

3°) Mammiffere non-humain transgenique selon la revendication 1 ou 
10 la revendication 2, caracterise en ce que ledit locus IgH est modifie par remplacement 
de la sequence de commutation Sja, par la totalite du gene Ca. 

4°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caracterise en ce que ledit locus IgH est modifie par remplacement 
de la sequence de commutation S|u,, par le segment du gene Ca incluant Pexon codant 
1 5 pour le domaine CH3 et Pexon de membrane. 

5°) Mammifere non-humain transgenique selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que ledit gene Ca est Cal. 

6°) Mammifere non-humain transgenique selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 5, caract6ris6 en ce qu'il comprend un autre transgene codant pour 
20 une chaine 16gere d'immunoglobuline humaine. 

7°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 6, 
caracterise en ce que la dite chaine 16gere est une chaine kappa. 

8°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 7, 
caracterise en ce que ledit transgene comprend Pactivateur intronique Efx en amont et 
25 le palindrome hs3a/hsl,2/hs3b en aval. 

9°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 8, 
caracterise en ce que ledit transgene est sous le controle du promoteur de la chaine 
lourde d'immunoglobulines humaine. 

10°) Mammifere non-humain transgenique selon Pune quelconque 
30 des revendications 6 a 9, caracterise en ce qu'il est dizygote pour ledit transgene. 
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11°) Mammifere non-humain transgenique selon l'une quelconque 
des revendications 6 a 10, caracterise en ce qu'il possede un locus endogene de la 
chaine kappa inactive. 

12°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 1 1, 
5 caracterise en ce qu'il est homozygote pour ledit locus endogene de la chaine kappa 
inactive. 

13°) Mammifere non-humain transgenique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il possede un gene codant pour la 
chaine J inactive. 

1 0 14°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 1 3, 

caracterise en ce qu'il est homozygote pour ledit gene codant pour la chaine J inactive. 

15°) Mammifere non-humain transgenique selon la revendication 13 
ou la revendication 14, caracterise en ce qu'il comprend un autre transgene codant 
pour une chaine J d'immunoglobuline humaine. 
15 16°) Mammifere non-humain transgenique selon une quelconque des 

revendications 1 a 15, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souris transgenique. 

17°) Souris transgenique selon la revendication 16, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

- un locus IgH modifie par remplacement de la sequence de 
20 commutation Sjlx par tout le gene Cal d'une immunoglobuline humaine de classe A, et 

- un gene Vk complet comprenant le gene VkI rearrange avec un 
gene Jk5, l'intron Jk-Ck et le g&ie Ck, sous le contrdle transcriptionnel du promoteur 
de la chaine lourde humaine (pVH) et de 1'activateur intronique Efi en amont, et du 
palindrome hs3a/hsl,2/hs3b en aval. 

25 18°) Vecteur de ciblage de recombinaison homologue, caracterise en 

ce qu'il comprend le gene Ca d'une immunoglobuline humaine de classe A ou un 
segment de ce gene incluant au moins l'exon codant pour le domaine CH3 et 1'exon de 
membrane, flanque des fragments de sequences du locus IgH d'un mammifere non- 
humain qui sont adjacents a la sequence Sji. 

30 19°) Vecteur de ciblage selon la revendication 18, caracterise en ce 

qu'il comprend une cassette d'expression d'un marqueur de selection approprie, adja- 
cent audit gene Ca ou a un segment dudit gene. 
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20°) Vecteur de ciblage selon la revendication 19, caracteris6 en ce 
que ladite cassette d'expression est flanquee de sequences de recombinaison site- 
specifique. 

21°) Vecteur de ciblage selon la revendication 19, caracteris6 en ce 
5 que lesdites sequences sont les sequences LoxP de la recombinase Cre. 

22°) Vecteur de ciblage selon Tune quelconque des revendications 
18 a 21, caracterise en ce que lesdits fragments de sequences qui sont adjacents a la 
sequence S^i sont d'origine murine. 

23°) Vecteur de ciblage selon la revendication 22, caracterise en ce 
10 que le gene Ca ou le segment dudit gene est flanque, respectivement en 5' et en 3\ 
des fragments correspondants aux positions 131281 a 136441 et 140101 a 145032 
dans la sequence du chromosome 12 murin (numero d'acces AC073553 dans la base 
de donnSes EMBL/Genbank). 

24°) Cellule embryonnaire de mammifere non-humain, modifiee par 
15 \in vecteur de ciblage selon 1 'une quelconque des revendications 1 8 a 23 . 

25°) Utilisation d'un mammifere non-humain transgenique selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 16 ou d'une souris transgenique selon la 
revendication 17, pour la production d'anticorps humanises de classe IgA ou de 
fragments de ces anticorps. 
20 26°) Precede de preparation d'anticorps humanises de classe IgA ou 

de fragments de ces anticorps, caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes 
suivantes : 

- Pimmunisation d'un mammifere non-humain transgenique selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 16 ou d'une souris transgenique selon la 

25 revendication 17, et 

- l'obtention par tout moyen approprie, d'anticorps humanises de 
classe IgA ou de fragments de ces anticorps, a partir du serum, des secretions ou des 
lymphocytes B dudit mammifere non-humain transg6nique prealablement sacrifie. 

27°) Anticorps humanise de classe IgA susceptible d'etre obtenu par 
30 le precede selon la revendication 26, caracterise en ce qu'il comprend une chaine 
lourde chimerique dont les domaines constants sont d'origine humaine et une chaine 
16gere humaine dont le domaine variable est code par VkI-Jk5. 
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28°) Fragment d'un anticorps humanise de classe IgA selon la 
revendication 27, caracteris6 en ce qu'il comprend un fragment desdites chaines 
lourdes et legeres. 

29°) Fragment d' anticorps humanist de classe IgA selon la revendi- 
5 cation 28, caract6ris6 en ce qu'il est selectionne dans le groupe constitue par les 
fragments Fab, Fab '2 et Fc. 

30°) Medicament, caracterise en ce qu'il comprend un anticorps 
humanist de classe IgA selon la revendication 27 ou un fragment de cet anticorps 
selon la revendication 28 ou la revendication 29. 
10 31°) Reactif de diagnostic, caracteris6 en ce qu'il comprend un anti- 

corps humanist de classe IgA selon la revendication 27 ou un fragment de cet anti- 
corps selon la revendication 28 ou la revendication 29. 

32°) Composition immunogene ou vaccinale, caracteris6e en ce 
qu'elle comprend au moins un anticorps humanise de classe IgA selon la revendication 
15 27 ou un fragment de cet anticorps selon la revendication 28 ou la revendication 29, 
associe a un antigene. 

33°) Composition pharmaceutique, caracteris6e en ce qu'elle 
comprend au moins un anticorps humanise de classe IgA selon la revendication 27 ou 
un fragment de cet anticorps selon la revendication 28 ou la revendication 29, associ6 
20 par tout moyen approprie a un principe actif. 

34°) Utilisation d'un anticorps humanise de classe IgA selon la 
revendication 27 ou d'un fragment de cet anticorps selon la revendication 28 ou la 
revendication 29, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et au 
traitement des maladies infectieuses et du cancer. 
25 35°) Utilisation d'un anticorps humanise de classe IgA selon la 

revendication 27 ou d'un fragment de cet anticorps selon la revendication 28 ou la 
revendication 29, pour la preparation d'un reactif destine au diagnostic des maladies 
infectieuses et du cancer. 
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